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(57) Abstract 

The invention relates to an expression system for anaerobic gene expression in higher plants. The expression system according to 
the invention comprises the promoter GapC4 or parts or variants thereof and a gene to be expressed. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Expressionssystem fOr die anaerobe Genexpression in hOheren Pflanzen. Das erfindungsgemafie 
Expressionssystem umfaBt den Promoter GapC4 oder Tcile oder Variantcn des Promotors GapC4 und ein zu exprimierendes Gen. 
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Ein Expressionssystenj fvir die anaerobe Genexpression in 
hoheren Pflanzen 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Expressionssystem ftir die 
anaerobe Genexpression in hoheren Pflanzen. Ein konkretes 
Anwendungsgebiet der Erfindung ist die Landwirtschaf t 
msbesondere die Resistenzziichtung und die Steigerung der 
Leistungsfahigkeit von Nutzpf lanzen . 

Der Verlust an Erntegut durch Erkrankungen von Pflanzen 
1st ein weltweites Problem. Zum Beispiel fvihrt die Erkrankung 
der Kartoffel an KnollennaBf aule (Verfaulen der Knolle) und 
Schwarzbeinigkeit (Verfaulen der unteren Stengelabschnitte ) 
nach infektion durch das phytopathogene Bakterium Erwinia 
caroto^ora, weltweit zu Ernteverlusten in einer geschatzten 
Hohe von 100 Millionen Dollar (Perombelon und Kelnian 1980 
Ann. Rev. Phytopathol . , 18, 361-387). Es gibt eine Reihe von 
Arbexten, die sich mit der gentechnischen Ubertragung von 
Resistenzfaktoren auf Pflanzen beschaftigen (Lamb et al 
1992, Bio/Technology, lo, 1436-1445; Hain und Fischer, 1994' 
current Opinion in Biotechnology, 125-130; Zhu et al.' 1994' 
Bio/Technology, 12, 807-812). Zur Resistenzsteigerung der 
Kartoffel gegeniiber Erwinia carotovora wurde das T4 
Lysozymgen des Bakteriophagen T4 in transgenen Kartoffeln 
exprimiert (During et al . , 1993, Plant J. 3, 587-598). 

Da sich bakterielie Erkrankungen von Pflanzen jedoch oft 
unter anaeroben Bedingungen ausbreiten, werden die bisher 
ubertragenen Resistenzfaktoren fiir Pflanzen nur sehr 
eingeschrankt wirksam. Das gilt besonders fur die oben 
erwahnte Erkrankung der Kartoffel an KnollennaBf aule und 
schwarzbeinigkeit, da die Infektion durch Erwinia carotovora 
uberwiegend unter anaeroben Bedingungen erfolgt. Verstarkt 
wird dieser Effekt noch durch die Bildung eines Schleims aus 
Bakterien und Abbauprodukten der pflanzlichen Zellwand. Fur 
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eine effektive Expression eines antibakteriellen Proteins 
unter optimalen Bedingungen ist deshalb die Steuerung des 
entsprechenden Fremdgens durch einen unter diesen Bedingungen 
aktiven Promotor anzustreben. 

Bisher warden 3 anaerobe Promotoren in transgenen 
Pflanzen getestet: Dabei handelt es sich um den Adhl Promotor 
aus Mais, den Adh Promotor aus Arabidopsis thaliana und den 
GapC Promotor aus Arabidopsis thaliana , Der Adhl Promotor 
aus Mais wurde in Tabak und Reis untersucht (Ellis et al . , 
1987, EMBO J. 6, 11-16; Kyozuka et al • , 1991, Mol . Gen. 
Genet. 228, 40-48), der GapC Promotor aus Arabidopsis wurde 
in Tabak (Yang et al . , 1993, Plant Physiol. 101, 209-210), 
und der Adh Promotor aus Arabidopsis wurde in Arabidopsis 
selber untersucht (Dolferus et al • , 1994, Plant Physiol. 105, 
1075-1087). Dabei stellte sich heraus, daB alle Promotoren 
nur eine 2 bis 81 fache Induktion des Reportergens uber 
Hintergrund vermitteln und nicht in alien Geweben aktiv sind. 

Ziel der Erfindung ist es, die Expression von Resistenz- 
faktoren in Nutzpflanzen zu erreichen und entsprechende 
transgene Pflanzen zu erzeugen. Der Erfindung liegt die 
Aufgabe zugrunde, die anaerobe Expression des T4 Lysozymgens 
in der Kartoffel zu erreichen und entsprechende transgene 
Pfanzen zu erzeugen- Eine spezifische Aufgabe besteht darin, 
Kartoffeln gegeniiber phytopathogenen Bakterien resistent zu 
machen . 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch ein 
Express ionssystem gelost, das den Promotor GapC4 Oder Telle 
Oder Varianten des Promoters GapC4 und ein zu exprimierendes 
Gen umfaBt. 

GemaB der Erfindung handelt es um Gene fur ein 
antibakterielles Protein, insbesondere fiir T4-Lysozym, um 
Resistenzgene gegen Viren, Nematoden, Bakterien und Pilze, 
Gene mit insektizider Wirkung, glykolyse-steigernde Gene und 
garungssteigernde Gene. 
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Das Expressionssystem wird erf indungsgemaB fur die anaerobe 
Genexpression in hoheren Pflanzen angewendet, Bevorzugt kommt 
es in Kulturpf lanzen wie Kartoffeln, Reis, Getreide, Mais, 
Tomaten , Brassicaceen , Leguminosen , Baumwolle, Zuckerrube und 
Mohren zur Anwendung . 

Die Erfindung betrifft auch hohere Pflanzen, vorzugsweise 
transgene Kulturpf lanzen wie Kartoffeln, Reis, Getreide, 
Mais, Tomaten, Brassicaceen , Leguminosen , Baumwolle, 
Zuckerrube und Mohren, die das erf indungsgemaBe 
Expressionssystem enthalten . 

Von besonderer Bedeutung sind transgene Kartoffeln, die ein 
Expressionssystem aus Promotor GapC4 und dem Gen fur T4- 
Lysozym enthalten . 

Der groBe Vorteil des erf indungsgemaB eingesetzten Promoters 
GapC4 (GenBank Accession Nr. L4080 3) besteht darin, daB er 
ein fur die Zielstellung hervorragend geeignetes 
Induktionsprof il hat. Die anaerobe Expression erreicht die 
Starke des unter aeroben Bedingungen fur die Expression von 
Fremdgenen haufig verwendeten 3 5S Promotor s des Blumenkohl 
Mosaikvirus (35S CaMV) . Weiterhin ist der Promotor in alien 
Geweben, wie Bliite, Blatt und Wurzel, aktiv. Bisher wurde die 
Isolierung des GapC4 Gens sowie die anaerobe Induktion des 
GapC4 Promoters in einem transienten Expressionssystem in 
Mais Suspensionskulturzellen verof f entlicht (Kersanach et 
al., 1994, Nature 367:387-389). 

Uberraschenderweise ist der Promotor besonders in der 
Kulturpf lanze Kartoffel aktiv. 

Weitere Anwendungsmoglichkeiten der Erfindung: 

Ein weiteres Problem sind besonders in feuchtem Klima 
zeitweise Uberf lutungen von Feldern, die zu Ernteausf alien 
fiihren konnen. Als aerobe Organismen konnen Pflanzen langere 
Perioden groBer Feuchtigkeit , die zur Abnahme des fur die 
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Pflanze verfugbaren Sauerstoffs fiihrt, nicht uberleben 
(Perata und Alpi , 1993, Plant Sci . 93, 1-17). Die Toleranz 
von Pflanzen gegenuber unzureichender Sauerstof f versorgung 
ist fur einzelne Arten recht unterschiedlich . So keiint der 
Embryo in der Reis-Karyopse auch unter solchen Bedingungen 
ohne Schwierigkeiten, wohingegen Maiskeimlinge nur ca« 24 
Stunden ohne Sauerstof f uberleben. Eine generelle 
Anpassungsstrategie hoherer Pflanzen an anaerobe Bedingungen 
ist die Steigerung der Glykolyse sowie das Anschalten von 
Garvorgangen . Um die Toleranz von Pflanzen gegenuber 
unzureichender Sauerstof f versorgung zu erhohen, konnen die 
Gene, die bei der Glykolyse sowie bei der Garung beteiligt 
sind unter die Kontrolle eines anaerob induzierbaren 
Promotors gebracht werden. Diese Gene werden dann bei 
unzureichender Sauerstof f versorgung exprimiert. 

Die Erfindung wird nachfolgend an Ausf iihrungsbeispielen naher 
erlautert . 

Ausf iihrungsbeispiel 

Um zu untersuchen, ob der GapC4 Proitiotor bei der 
Kartoffel anaerob, sowie nach Infektion mit Erwinia 
carotovora induziert wird, werden GapCA Promotor- 
Reportergenkonstrukte in die Kartoffel transf ormiert . Nach 
Infektion der transgenen Kartoffel mit Erwxnia caroto^rara , 
sowie nach Inkubaticn von Geweben der transgenen Kartoffel 
unter anaeroben Bedingungen kann die Reportergenexpression 
gemessen werden. Das Reportergen kann dann in vitro durch das 
T4 Lysozymgen ersetzt werden und in die Kartoffel 
transf ormiert werden. Die transgenen Kartoffeln werden 
anschlie/iend auf erhohte Resistenz gegen Erwinia caratovora 
untersucht . 

Die Reportergenkonstrukte wurden wie im folgenden beschrieben 
konstruiert : 

Alle Agrobakterium T-DNA Konstrukte basieren auf dem binaren 
Vektor pOCA28 (Honma et al . , 1993, Proc . Natl. Acad. Sci. 
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USA 90, 6242-6246; Olszewski et ai . , 1988, Nucleic Acids Res 
16, 10765-10782). Flir T-DNA Konstrukte wurden Plasmide pUK443 
und pUK444, die 785 bzw . 461 Basenpaare des GapC4 Promoters, 
das erste Intron des GapC4 Gens sowie das B-Glucuronidase 
Reportergen tragen , eingesetzt. Um mogliche negative Effekte 
des Ga.pC4 Introns aus Mais in transgenen Tabakpf lanzen und 
Kartoffeln auszuschlieBen , wurde das Intron durch 
Restriktionsverdau mit den Enzymen Xhol und Ncol aus den 
Plasmiden pUK443 und pUK444 herausgeschnitten . Nach einer 
Auf fullrekation der durch Restriktionsverdau entstandenen 
Enden wurden die intronlosen Plasmide pUK403 und pUK404 
erzeugt. Die Promotor-Reportergenf ragmente dieser Plasmide 
wurden durch einen PvuII Verdau herausgeschnitten und in die 
Smal Schnittstelle von pOCA28 kloniert. Die daraus 
resultierenden pOCA28 Derivate, pUK4030, 4040 und 4041 tragen 
das GapC4 Promotor-Reportergenkonstrukt . Als Kontrolle wurde 
das promoter lose fi-Glucuronidase Reportergen in pOCA28 
kloniert. pUK4030 und 4040 tragen die Reportergenkonstrukte 
mit dem Promoter proximal zur rechten T-DNA Bordersequenz . In 
pUK4041 liegt das Reportergen in der anderen Orientierung 
vor . 

Alle rekombinanten DNA Techniken werden nach 

Standardprotokollen durchgefuhrt (Sambrook et al . , 1989, 
Molecular cloning. A laboratory manual. New York: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press ) . 

Fur die Klonierung des T4-Lysozymgens , kann das B- 
Glucuronidase Reportergen aus den Plasmiden pUK403 Oder 404 
durch Restriktionsverdau entfernt und an seine Stelle das T4" 
Lysozyragen hineinkloniert werden. Das durch den GapC4 
Promoter kontrollierte T4 Lysozymgen wird in einen 
Agrobakterium T-DNA Vektor umkloniert. Alle Konstrukte werden 
nach Einfuhrung in Agrobacterium tumBfaclGiis gemaB 
Standardprotokollen in die Kartoffel transf ormiert (During et 
al,, 1993, Plant J. 3, 587-598; Fladung, 1990, Plant Breeding 
104, 295-304). Transgene Kartoffeln werden mit Hilfe eines 
Antibiotikaresistenzgens auf der T-DNA selektiert und werden 
auf Expression des eingefiihrten B-Glucuronidase Reportergens 
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und des T4 Lysozymgens unter anaeroben Bedingungen sowie nach 
Infektion mit Erwinla carotovora untersucht. 

Zur anaeroben InduXtion wird pfl anzliches Gewebe in einein 
luftdichten Glasbehalter (Merck) zusammen mit Anaerocult A 
(Merck) fur mindestens 12 Stunden inkubiert, Fiir den 
f luorimetrischen GUS assay wird das Pf lanzeninaterial 
homogenisiert und mit dem B-Glucuronidase Substrat 4- 
Methylumbellif eryl-B-D-Glucuronid (MUG) bei 37 "C inkubiert. 
Quantif izierungen der Fluoreszenz wird nach Jefferson et al., 
EMBO J. 6, 3901-3907 (1987) durchgefiihrt und Proteinkon- 
zentrationen werden nach Bradford, Anal. Biochem. 7, 248-254 
(1976) bestimmt. Um die Gewebespezif itat der 

Reportergenexpression zu messen wird das intakte anaerob 
induzierte Pf lanzeninaterial mit einer Losung 1 mM X-Gluc (5- 
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Glucuronsaure) vakuuminf iltriert 
und iiber Nacht bei 3 7 ''c inkubiert. Zur besseren 
Sichtbarmachung der Anf arbung wird das Chlorophyll mit 70 % 
Ethanol extrahiert (Jefferson s.o.). 

Urn die Expression des T4 Lysozymgens zu messen, werden nach 
anaerober Inkubation des Gewebes Northern blot Analysen mit 
einer T4-Lyso2yin spezifischen Sonde durchgef uhrt . Gesamt RNA 
wird mit dem RNeasy Kit isoliert (Qiagen) . Die Konzentration 
der RNA wird photometrisch bestimmt und 10 Microgramm der RNA 
wird in eine Spur auf ein 1 % Agarosegel gegeben , welches 
Formaldehyd enthalt, Nach Elektrophorese wird die RNA aus dem 
Gel mit 0,05 N NaOH als Transf erpuf f er auf Nitrozellulose 
Oder Nylonmembranen (Amersham) geblottet (Sambrook et al. 
s.o,). Markierung und Hybridisierung der T4 Lysozym 
spezifischen Sonde mit dem RNA Filter erfolgt nach 
Standardbedingungen (Sambrook et al . s.o.. During et al, , 
s.o. ) • 

Nach Bestatigung der anaeroben induktion des Reportergens 
sowie des T4-Lyso2ymgens wird untersucht, ob beide Gene auch 
nach Infektion mit dem phytopathogenen Bakterium Erwinia 
carotovora induziert werden, bzw. ob das T4 Lysozym-Gen unter 
der Kontrolle des GapC4-Promotors so aktiviert wird, da3 es 
Resistenz vermittelt. Die Induktion des Reportergens und des 
T4 Lysozym-Gens wird wie oben beschrieben bestimmt. Dafiir 
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wird das unter dem mazerierten Gewebe liegende 
Knol lenmater ial genutzt . 

Der Inf ektionstest wird mit einem pathogenen Stamm von 
Erwinia carotovora ssp. atraseptica Oder ssp. carotovora in 
Plastikbehaltern unter LuftabschluB durchgef uhrt . Aus 
Kartof f elknollen werden Scheiben definierter GroBe 
hergestellt und in frisch geschnittenem Zustand rait einer 
definierten Anzahl von Bakterienzellen in einem kleinen 
Volumen in der Mitte inokuliert. Die Inkubation erfolgt in 
Plastikbehaltern mit einer Wasserschicht auf dem Boden auf 
einem durchnaBten Filterpapier . Dadurch wird gesattigte 
Luf tf euchtigkeit erreicht. Das Bakterienwachstum wird anhand 
der Gewebemazeration und des entstehenden Bakterienschleims 
nachverf olgt . Durch den sich bildenen Bakterienschleim 
erfolgt eine luf tabschlieBende Abdeckung der Kartof felzellen. 
In Abhangigkeit von der Inokulumsdichte wird nach einer 
definierten Zeit das AusmaB der Mazeration bestimint, Durch 
Vergleich mit Kontrollexplantaten kann der relative Ruckgang 
der Suszeptibilitat festgestellt werden • 

Alternativ konnen mit Bakterien infizierte Augenstecklinge 
unter feuchten Bedingungen im Gewachshaus ausgepflanzt und 
kultiviert werden, Durch Verschlamraung der Erde kommt es zu 
Sauerstof f armut , die die Vermehrung der Bakterien begunstigt. 
Die Anzahl auf gelauf ener , gesunder Sprosse wird im Vergleich 
zu Kontrollexplantaten bestimmt* Dadurch ist das AusmaB der 
reduzierten Suszeptibilitat bestimmbar- 
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1. Expressionssystem fiir die 
hoheren Pflanzen umfassend den 
exprimierendes Gen. 



anaerobe Genexpression in 
Promoter GapC4 und ein zu 



2. Expressionssystem nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
Teile Oder Varianten des Promotors GapC4 . 

3. Expressionssystem nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch ein Gen fur ein antibakterielles Protein. 

4 . Expressionssystem nach Anspruch 3 , gekennzeichnet durch 
ein Gen fur T4-Lysozym. 

5. Expressionssystem nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch Resistenzgene gegen Viren, Nematoden , Bakterien und 
Pilze. 



6. Expressionssystem nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch Gene mit insektizider Wirkung. 

7. Expressionssystem nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch glykolysesteigernde Gene. 

8. Expressionssystem nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet 
durch garungssteigernde Gene. 

9. Expressionssystem nach Anspruch 1 bis 8 zur Anwendung in 
alien hoheren Pflanzen. 

10 . Expressionssystem nach Anspruch 1 bis 8 zur Anwendung in 
Kulturpf lanzen, 

11- Expressionssystem nach Anspruch 10 zur Anwendung in 
Kartoffeln, Reis, Getreide, Mais, Tomaten, Brassicaceen , 
Leguminosen, Baumwolle, Zuckerrube und Mohren. 
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12. Transgene hohere Pflanzen, enthaltend ein Expressions- 
system nach einem der Anspruche 1 bis 11. 

13. Transgene Kulturpf lanzen nach Anspruch 12. 

14. Transgene Kartoffeln enthaltend ein Expressionssystem aus 
Promoter GapC4 und dem Gen filr T4-Lyso2yin. 
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